A interação entre os íons Zn(II) e Cu(II) e a catalase. um estudo voltamétrico. by SILVA, J. G. da et al.
ISSN 1516-4349 
 






Nas últimas décadas vem aumentando o interesse pelos estudos dos antioxidantes 
(enzimáticos e não enzimáticos), devido às descobertas dos efeitos nocivos dos 
radicais livres, mais conhecidos como espécies reativas de oxigênio (ERO), no 
organismo. As ERO são produzidas naturalmente ou por alguma disfunção biológica, 
sendo o seu excesso prejudicial, pois podem provocar diversas patologias como o 
câncer e a disfunção cerebral. 
A catalase (CAT) é uma enzima antioxidante, encontrada no sangue, na medula 
óssea, nas mucosas, no rim e no fígado (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; RAHMAN 
et al., 2006), com a função de catalisar a redução do peróxido de hidrogênio (H2O2) a 
água (H2O) e oxigênio (O2). O tipo mais comum de CAT é uma tetrâmero com cerca de 
240 KDa de massa molecular, possuindo quatro cadeias polipeptídicas idênticas na 
sua estrutura (Figura 1). Cada cadeia polipeptídica, com cerca de 60 KDa de massa 
molecular, possui um grupo heme com o íon Fe
3+ 
atuando como centro redox. 
 
Figura 1. Estrutura tridimensional da enzima CAT hémica.  
[Retirado de http://www.rcsb.org/pdb]  
 
A toxicidade de alguns metais como o cromo, mercúrio, vanádio, níquel, cádmio, 
chumbo e outros, pode estar relacionada com a sua participação nas reações de 
Fenton e Haber-Weiss, gerando o radical hidroxila. No entanto, estes metais também 
podem estar envolvidos na ativação ou inibição de enzimas antioxidantes, contribuindo 
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Alguns estudos avaliaram a atividade da CAT, 
presente em diferentes tecidos de plantas ou 
animais, na presença de alguns metais (cobre,
 
chumbo, cádmio, mercúrio, cromo, zinco e prata). 
Foi observada, dependendo do metal e de sua 
concentração no meio celular, uma redução da 
atividade da enzima, tendo como conseqüência o 
aumento das ERO, ocasionando o estresse 
oxidativo. A redução da atividade da catalase 
observada na presença de metais pode ser 
atribuída: às mudanças conformacionais em sua 
estrutura, sendo este um fator crítico para sua 
atividade catalítica; ou à ligação dos íons metálicos 
com os grupos tiol e imidazol presentes na molécula 
da enzima
 
(CASALINO et al., 2002; 
SCHÜTZENDÜBEL et al., 2002; DRAZKIEWICZ et 
al., 2004; HONDA et al., 2004; MARCHLEWICZ et 
al., 2004; FATIMA e AHMAD, 2005; ATLI et al., 
2006). 
Os estudos realizados até o momento não são 
conclusivos, em relação ao papel dos íons metálicos 
na ativação ou inibição da enzima catalase, pois não 
se encontra na literatura trabalhos realizados para 
verificar a complexação da catalase com os íons 
metálicos, nem os parâmetros quantitativos (Kd e 
estequiometria) dos complexos formados com a 
enzima e nem os possíveis sítios de ligação de íons 
metálicos em sua estrutura. Estes parâmetros são 
essenciais para uma melhor compreensão do papel 
dos metais no estresse oxidativo. 
As propriedades que as técnicas voltamétricas 
apresentam (técnica não-destrutiva, excelente 
sensibilidade, tempo de análise curto e uma teoria 
desenvolvida para estimar de forma precisa os 
valores de parâmetros desconhecidos) permitem o 
seu uso no estudo da interação de íons metálicos 
com proteínas e peptídeos, gerando parâmetros 
quantitativos desconhecidos (estequiometria, Kd e 
E
0’
) (CASTRO et al., 2000, 2001, 2002, 2003a, 
2003b).  
O objetivo deste trabalho é identificar por meio de 
estudo teórico os possíveis sítios de ligação dos 
íons Zn(II) e Cu(II) na estrutura da CAT e estudar 
separadamente a interação dos íons Zn(II) e Cu(II) 
com a CAT, em meio semelhante ao fisiológico, por 
voltametria de redissolução anódica de pulso 
diferencial, para determinar os parâmetros 
quantitativos do sistema (estequiometria, constante 





A pureza da CAT de fígado bovino (sigma) foi 
verificada por espectrometria de massa MALDI-TOF 
utilizando o espectrômetro de massa  UltraFlex II 
(Brucker) e o ácido -ciano-4-hidroxicinâmico como 
matriz. A solução de catalase foi inicialmente 
misturada em uma solução saturada da matriz na 
razão 1:3 (2 L da amostra para 6 L da matriz). Em 
seguida, a mistura foi depositada em uma placa do 
tipo Anchorchip com 600 mm (0,5 L por spot) e 
deixada secar a temperatura ambiente. Após a 
secagem da placa foi realizada a análise no 
espectrômetro de massa.  
A concentração da solução de CAT foi determinada 
por espectroscopia Uv-Vis, a 280 nm, por meio da 
lei de Beer. A absortividade molar (ε) foi calculada 
pelo método de Edelhoch (EDELHOCH, 1967).  
As medidas voltamétricas foram realizadas em 
triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico 
Metrohm 797, uma célula eletroquímica composta 
pelos eletrodos HMDE (trabalho), Ag/AgCl (KCl 3 
molL
-1
) (referência) e platina (auxiliar) e os tampões 
borato 0,1 mol L
-1
 e Mcllvaine pH 7,00 como 
eletrólitos suporte.  
Foram realizados ensaios para determinar as 
condições experimentais (eletrólito suporte, pH, 
volumes e concentrações das soluções de metais e 
da enzima e o tempo necessário para os complexos 
M
2+
 – CAT atingirem o equilíbrio) e os parâmetros 
experimentais (técnica voltamétrica, tempo de 
deposição, tempo de equilíbrio, amplitude do pulso, 
tempo de vida da gota, área da gota, velocidade de 
varredura, potencial de deposição, potencial inicial, 
potencial final e potencial de inversão) ótimos para o 
estudo voltamétrico da interação dos íons metálicos 
com a catalase. 
A titulação amperométrica do zinco e do cobre com 
a catalase foi realizada com adições sucessivas de 




 na célula 





 em 10 mL do eletrólito suporte. As 
medidas voltamétricas foram realizadas  
em temperatura ambiente e foi borbulhado 
nitrogênio na célula eletroquímica, para remoção do 
oxigênio (10 min para o eletrólito suporte e 1 min 
após cada adição de catalase). 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A pureza da catalase comercial foi verificada por 
espectrometria de massa MALDI-TOF, e observou-
se a presença de constituintes de baixa massa 
molecular (menores que 14000 Da), porém em 
baixas concentrações em relação à catalase, não 
sendo considerados possíveis interferentes nos 
estudos voltamétricos. A catalase foi caracterizada 
por meio do aparecimento de picos no espectro de 
massa correspondentes as cargas (dupla, tripla, até 
a octa carga) do seu monômero (MM = 57608 Da).  
A identificação dos possíveis sítios de ligação dos 
íons Zn(II) e Cu(II) na estrutura da CAT foi feita por 
meio da análise de gráficos 3D (Figura 2). Os 
agrupamentos observados nos gráficos são 
formados por peptídeos padrões (em amarelo na 
Figura 2) e por peptídeos obtidos pela clivagem da 
catalase com a GluC2 e V8-proteinase (em 
vermelho na Figura 2) com características físico-
químicas semelhantes. Por meio destes 
agrupamentos foram identificados os possíveis 
candidatos a sítios de ligação dos íons Zn(II) e Cu(II) 
na estrutura da CAT. Para predizer com mais 
precisão os possíveis sítios de ligação dos metais 
na estrutura da catalase, foram excluídos 
primeiramente os peptídeos que não possuíam os 
resíduos de His e Cys (importantes para ligações 
com o zinco e o cobre) em sua estrutura. Em 
seguida, com os demais peptídeos e utilizando o 
software RasMol, verificou-se a localização dos 
possíveis sítios de ligação do zinco e do cobre na 
estrutura da catalase.  
A identificação teórica dos sítios de ligação de Zn(II) 
e Cu(II) na CAT foi realizada por comparação das 
características físico-químicas (massa molecular, 
ponto isoelétrico e momento hidrofóbico), 
determinadas com o software scale index, de 
peptídeos padrão que se ligam a Zn(II) e Cu(II) e 
dos peptídeos gerados na clivagem da CAT com a 
GluC2 e V8-proteinase, utilizando-se os softwares 
Cutter e Peptide Cutter, respectivamente. A 
localização dos possíveis sítios de ligação do zinco 
e do cobre na estrutura da catalase foi feita 








Figura 2. Gráficos tridimensionais dos parâmetros físico-químicos dos peptídeos:a) Zinco e b) Cobre.  
 
Apenas os sítios de ligação mostrados 
na Figura 3 estão localizados na parte externa da 
estrutura da enzima, aumentando desta forma a 
possibilidade de ligação de íons metálicos, não 
havendo a princípio impedimento estérico. O estudo 
teórico aqui utilizado foi apenas uma ferramenta 
para indicar os possíveis sítios de ligação de íons 
metálicos na estrutura da catalase, portanto um 
estudo experimental deve ser realizado para 
confirmar ou não a complexação de íons metálicos 
com os sítios indicados neste estudo.  
 
10 20 30 40 50 60 
MADNRDPASD QMKHWKEQRA AQKPDVLTTG GGNPVGDKLN SLTVGPRGPL LVQDVVFTDE 
70 80 90 100 110 120 
MAHFDRERIP  ERVVHAKGAG AFGYFEVTHD ITRYSKAKVF EHIGKRTPIA VRFSTVAGES 
130 140 150 160 170 180 
GSADTVRDPR  GFAVKFYTED GNWDLVGNNT PIFFIRDALL FPSFIHSQKR NPQTHLKDPD 
190 200 210 220 230 240 
MVWDFWSLRP  ESLHQVSFLF SDRGIPDGHR HMNGYGSHTF KLVNANGEAV YCKFHYKTDQ 
250 260 270 280 290 300 
GIKNLSVEDA  ARLAHEDPDY GLRDLFNAIA TGNYPSWTLY IQVMTFSEAE IFPFNPFDLT 
310 320 330 340 350 360 
KVWPHGDYPL  IPVGKLVLNR NPVNYFAEVE QLAFDPSNMP PGIEPSPDKM LQGRLFAYPD 
370 380 390 400 410 420 
THRHRLGPNY  LQIPVNCPYR ARVANYQRDG PMCMMDNQGG APNYYPNSFS APEHQPSALE 
430 440 450 460 470 480 
HRTHFSGDVQ  RFNSANDDNV TQVRTFYLKV LNEEQRKRLC ENIAGHLKDA QLFIQKKAVK 
490 500 510 520   





Figura 3. a) Seqüência de peptídeos de um monômero da catalase bovina e os possíveis sítios de ligação dos 
íons Zn(II) e Cu(II); b) Localização dos possíveis sítios de ligação dos íons Zn(II) e Cu(II) na estrutura da 
catalase. 
 
Nos voltamogramas de redissolução anódica de 





, em 10 mL de tampão borato 0,1 mol L
-1
 
pH 7,00 (Figura 4a), na ausência e na presença de 




, observou-se o decaimento  
completo da corrente de oxidação do zinco após a 
adição de 94,65 µL da solução de CAT, 
evidenciando a interação entre o Zn(II) e a CAT. Foi 
verificado ainda o aparecimento de um sinal 
voltamétrico em torno de -0,95 V, que pode ser 
atribuído ao complexo Zn(II)-CAT, pois o valor 
calculado para o  E
0
’ foi semelhante  (-0,85 V). Para 




, em 10 mL de 
tampão Mcllvaine pH 7,00 (Figura 4b), observou-se 





 provoca a eliminação completa da corrente de 
oxidação do cobre, evidenciando a interação do íon 
Cu(II) com a CAT. Para este sistema, não foi 
observado o sinal voltamétrico característico do 
complexo, o que pode ser justificado pelo valor 
calculado de E
0
’(+0,27 V). Com base nestes dados, 
a estequiometria encontrada para os complexos foi 
20 Zn(II):1 CAT e 16 Cu(II):1 CAT, cujo valores 
estão bem próximos do número de possíveis sítios 
identificados para o zinco e para o cobre na catalase 
por meio do estudo teórico (sete possíveis sítios de 
ligação do íon Zn
2+
 por monômero na estrutura da 
catalase; total = 28; seis possíveis sítios de ligação 
do íon Cu
2+
 por monômero na estrutura da catalase; 
total: 24). A pequena diferença pode ser atribuída ao 
tamanho da enzima, à sua conformação na 
superfície do eletrodo e ao pH do meio, que juntos 
ou individualmente podem ter contribuído para que 
alguns sítios de ligação, identificados no estudo 
teórico (Figura 3), tenham se tornado impedidos 
estericamente de fazerem ligações com íons 
metálicos, embora tenham sido considerados 
candidatos nas análises visuais realizadas utilizando 
o software RasMol. São necessários, portanto, 
estudos teóricos mais refinados para que as 
condições experimentais de ligação sejam o mais 
fielmente reproduzidas.  
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em 10 mL de tampão borato 0,1 molL
-1




 em 10  mL de tampão  




,  Ed = -1,15 V,  td = 60 
s,  Ei = -1,15 V,  Ef = -0,75 V,   v = 60 mV s
-1





Utilizando o método da titulação 
amperométrica (SAROFF e MARK, 1953), determinou-










quais mostram a estabilidade dos complexos e 
sugerem o envolvimento desses metais no estresse 
oxidativo. 
4. CONCLUSÃO 
Por meio do estudo teórico, foi possível identificar na 
estrutura da catalase os possíveis sítios de ligação 
dos íons metálicos Zn(II) (28 possíveis sítios de 
ligação) e Cu(II) (24 possíveis sítios de ligação), 
levando em consideração os resíduos com maior 
afinidade pelos metais (histidina e cisteína) e de 
possível impedimento estérico. No entanto, o estudo 
teórico foi apenas uma ferramenta para indicar os 
possíveis sítios de ligações de íons metálicos na 
estrutura da catalase, sendo necessário um estudo 
experimental para confirmar ou não as predições 
teóricas. 
A CAT forma complexos com os íons Zn(II) e Cu(II), 
os quais foram evidenciados pelo decaimento das 
correntes de oxidação do zinco e do cobre na 
presença de CAT. A estequiometria (20 Zn(II):1 CAT e 




 -  Zn(II) - 




- Cu(II) - CAT) e o E
0
’ (-
0,85V -  Zn(II) - CAT  e + 0,27V 
 
- Cu(II) – CAT) 
determinados para os sistemas Zn(II)-CAT e Cu(II)-
CAT são inéditos, pois estes parâmetros ainda não 
estão disponíveis na literatura. Os valores de Kd 
indicam a formação de complexos bastantes estáveis 
entre o Zn(II) e o Cu(II) com a CAT, sugerindo a 
participação do zinco e do cobre na redução da 
atividade da enzima catalase, dependendo da 
concentração no meio celular, por meio da formação 
de um complexo estável, contribuindo desta maneira 
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